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第一章	 序論 
 
	 北米に生息する平原ハタネズミ(Prairie vole)は、マウスと同程度の大きさの齧歯類であ
る。Prairie vole は一夫一妻制をとり、高次社会行動の一つであるパートナー形成に関する
研究に有用なモデル動物である。現在、高次社会行動モデルとしてマーモセットなどの
霊長類が広く使用されている。しかしながら霊長類は、飼育が難しいことや、個体が高
価であること、繁殖周期が齧歯類ほど短くないことなどから、限られた研究施設を除い
て取り扱いが難しいことが問題点となっている。一方で Prairie vole は、飼育や繁殖が容
易である齧歯類でありながら、高次社会性を有するため、高度な社会性を支える遺伝子・
分子・神経基盤、さらには障害がもたらす精神疾患に関するモデル動物として利用の可
能性が考えられている。 
	 このような高次社会行動モデル動物である Prairie vole は、マウスやラットでは認めら
れない脳内の領域におけるオキシトシン受容体の発現が認められることが報告されてい
る。オキシトシンは脳内では社会行動や摂食、代謝、体温などを制御する神経伝達物質
として働くことが報告されている。Prairie vole で認められる脳内のオキシトシン受容体の
発現パターンは、マウスとは異なる一方で、霊長類とは類似した発現であることが報告
されており、Prairie vole が高次社会行動動物である根拠の一つであると考えられる。 
	 特定遺伝子の機能解析の方法として、遺伝子改変動物の作製が知られている。本研究
では将来的な、高度な社会性を支える遺伝子・分子・神経基盤、さらには障害がもたら
す精神疾患に関する研究への応用を目指した、オキシトシンなどの社会行動を制御する
遺伝子を改変した Prairie vole の作製を最終目標としている。その第一歩として、本研究
では無限増殖細胞と iPS 細胞の樹立に取り組んだ。 
 
第二章	 Prairie vole 線維芽細胞由来不死化細胞の樹立 
 
	 齧歯類の一つである Prairie Vole は、高次な社会性を示す実験動物である。このような
高次な社会性はマウスやラットでは認められていない。Prairie vole の不死化細胞株を樹立
すれば、3R(Replacement, Reduction, Refinement)の概念に基づき、実験動物を使用した研究
を代替することや使用する動物の数を減らすことが出来る。一方で、Prairie vole の不死化
細胞の樹立は現在まで報告されていない。このような背景のもと、本研究では、Prairie vole
の不死化細胞を樹立することを目的とした。 
	 本研究ではヒト由来の変異型 CDK4, CyclinD, TERT(Telomere Reverse Transcriptase)を強
制発現することで細胞の不死化を試みた。このシステムは、一般的な不死化細胞樹立に
使用される、がん遺伝子を使用しないシステムである。このシステムを使用すると、ヒ
トにおいて初代培養細胞に近い状態の不死化細胞を樹立できることが報告されている。
本研究ではこのような背景のもと、Prairie vole の線維芽細胞へヒト由来の変異型 CDK4, 
CyclinD, TERT を導入することで不死化細胞を樹立することを試みた。 
	 前述の３因子を導入した結果、Prairie vole の線維細胞の細胞形態へ大きな影響を与えな
いことが明らかになった。また Population doubling 解析によって、細胞の増殖を確認した
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ところ、遺伝子を導入した細胞では安定して細胞が増殖することが明らかになった。さ
らに遺伝子導入細胞は telomerase 活性を有すること、継代後期では、初代培養細胞で認め
られる細胞老化が、遺伝子導入細胞では認められないことが明らかになった。 
	 これらの結果はヒト変異型 CDK4, CyclinD の導入により Prairie vole の線維芽細胞の細
胞老化が回避されていることと、Human TERT の導入により Prairie vole の TERC(Telomere 
RNA Component)によってテロメア修復酵素である telomerase 活性が発現していることを
示している。したがって、Prairie vole の線維芽細胞はヒト由来の変異型 CDK4, CyclinD, 
TERT を導入することによって、無限増殖可能な不死化細胞株を樹立出来ることを示して
いる。 
 
第三章	 Prairie vole 線維芽細胞由来の iPS 細胞の樹立 
 
	 我々は、高次社会行動研究のため特定遺伝子のKnock out(KO)およびKnock in(KI) Prairie 
vole の作出を目標としている。ジャームライントランスミッション可能な高品質な ES ま
たは iPS 細胞を樹立することで、KO/KI Prairie vole を作出することが出来る。本研究では
ジャームライントランスミッション可能な Prairie vole の iPS 細胞の樹立を目標として
Prairie vole 由来の iPS 細胞の樹立に取り組んだ。 
	 本研究では、Prairie vole から取得した線維芽細胞へリプログラミング因子（Oct3/4, Sox2, 
Klf4, c-myc, Lin28, Nanog）を導入した。リプログラミングベクターは PiggyBac トランス
ポゾンシステムを使用した polycistronic ベクターを使用した(PB-6F ベクター)。加えて、
MyoD 由来の転写活性領域を Oct3/4 の前に連結したベクターも合わせて設計し(PB-R6F
ベクター)、2 種類のベクターを使用してそれぞれ iPS 細胞の樹立を試みた。 
 
1. Prairie vole の iPS 細胞の樹立 
	 本研究では前章で樹立したPrairie voleの無限増殖細胞株を使用して、樹立のための様々
な条件検討を実施した後、Prairie voleの初代培養細胞を使用して iPS細胞の樹立を試みた。
初代培養細胞から、樹立を試みた結果、2 種類のベクターを使用することで、それぞれ iPS
細胞コロニーを出現させることに成功した。これらのコロニーを pick up したところ、70%
以上のクローンに関して安定的に維持可能な iPS 細胞クローンとなった。興味深いことに、
PB-6F 由来のクローンに関しては長期間継代を続けると、コロニー形態はドーム型から、
扁平（フラット）型に変形することが明らかになった。 
 
2. 樹立した Prairie vole iPS 細胞の特性解析 
	 細胞特性解析の結果、未分化マーカー（アルカリフォスファターゼ、SSEA-1）が陽性
であることが示され、樹立した prairie vole の iPS 細胞が未分化状態を維持していること
が示された。挿入されたベクターのコピー数は、挿入したベクターの種類によらず、全
て 2 コピーであることが明らかになった。この結果は挿入されたベクターのコピー数に
よって、上述のコロニーの形態変化を示していないことを示唆している。樹立した iPS
細胞は LIF 依存的に未分化状態が維持されていることが明らかになった。加えて
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2i(PD0325901: FGF-MAPK シグナル阻害剤 , CHIR99021: GSK3 の阻害剤 ) および
Thiazovivin(ROCK 阻害剤)の存在により、自己複製が活性化していることも明らかになっ
た。これらの特性は既にジャームライントランスミッション可能な iPS 細胞の樹立が報告
されているマウスの iPS 細胞の特性と同様であるため、高品質な iPS 細胞である可能性を
示している。 
 
3. 樹立した iPS 細胞の分化能力解析 
	 本研究では、次の段階として樹立した iPS 細胞の分化能力の検討を行なった。SCID マ
ウスの精巣へ iPS 細胞を injection することでテラトーマを作出し、作出したテラトーマの
三胚葉分化を解析することとした。解析の結果、樹立した iPS 細胞は、内胚葉、中胚葉、
外胚葉の三胚葉へ分化することが明らかになった。この結果は、樹立した Prairie vole の
iPS 細胞が三胚葉分化能力を有することを示している。 
	 本研究では、iPS 細胞と iPS 細胞を分化させた EB(embryonic body:胚様体)を比較するこ
とで、分化における代表的な多能性関連遺伝子の発現解析を行なった。解析の結果、線
維芽細胞で高発現する遺伝子(Klf4, TBX3)は分化させることで高発現し、線維芽細胞で低
発現する遺伝子は分化させることで発現量が低下することが明らかになった。 
 
	 これらの結果は、本研究において樹立した iPS 細胞は、(1)未分化状態を維持している
細胞であること、(2)三胚葉分化能力を有していること、(3)性質はマウスの iPS/ES 細胞に
近いことを示している。これらの結果は、キメラに寄与能力のある高品質な iPS 細胞の性
質を示している。本研究で樹立した iPS 細胞によって生殖系キメラが作出されれば、将来
的な遺伝子改変 Prairie vole の作出が可能である。 
	 また、本研究では Pick up した iPS 細胞様のコロニーの 70%以上を安定維持可能な iPS
細胞として樹立した。米国の研究チームによる Prairie vole の iPS 細胞樹立に関する研究
を大きく上回る効率での樹立となった。現在まで、様々な動物種の iPS 細胞の樹立が報告
されているが、本研究で使用したシステムは、Prairie vole の様なあまり iPS 細胞の樹立条
件が明らかでない生物の iPS 細胞の樹立に効果的である可能性が考えられる。 
	 本研究では、PB-6F(Oct3/4, Sox2, Klf4, c-myc, Lin28, Nanog の 6 因子を連結させた)ベク
ターと PB-R6F(MyoD 由来の転写活性領域を結合させた Oct3/4 と Sox2, Klf4, c-myc, Lin28, 
Nanog の 6 因子を連結させた)ベクターの 2 種類のベクターを使用して Prairie vole の iPS
細胞の樹立を行なった。2 種類のベクターから樹立された iPS 細胞の最大の違いは、Late 
passage におけるコロニー形態の違いであった。本研究で、ベクターによるコロニー形態
の違いが生じる原因を明らかにすることは出来なかった。一方で、本研究では樹立した
iPS 細胞を EB として分化後に、PB-R6F 由来のクローンに関しては Oct3/4 の発現量があ
まり低下しないことが示された。M3O(マウス Oct3/4 に転写活性領域を連結させたもの)
はプロモーター領域のエピジェネティックな状態を変化させることが報告されており、
この変化が、分化後の内在性の Oct3/4 の発現の維持につながっている可能性が考えられ
る。 
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第四章	 総括 
 
	 本研究では将来的な、オキシトシンなどの社会行動を制御する遺伝子を改変した Prairie 
vole の作製を最終目標としている。その第一歩として、本研究では無限増殖細胞と iPS
細胞の樹立に取り組んだ。 
本研究では以下の知見を得ることが出来た。 
 
1. Prairie vole の線維芽細胞へヒト変異型 CDK4, CyclinD, TERT の導入で無限増殖可能な
不死化細胞を樹立することが出来る 
 
2. Prairie vole の線維芽細胞へ初期化に関する６因子をポリシストロニックベクターで導
入することで、高効率で iPS 細胞を樹立することが出来る。 
 
3. 樹立した Prairie vole の iPS 細胞株はマウスの ES/iPS 細胞と似た性質を示す 
 
4. MyoD の転写活性領域を Oct3/4の N 末端に結合させたベクターを使用することで長期
間培養後もマウス ES/iPS 細胞と似たコロニー形態を示す 
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